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摘要
目的：立足于氧化应激这一重要发病机制，研究抗氧化物质MnTBAP 对绝经后
骨质疏松发生发展的作用。
方法：本课题内容由动物实验和细胞实验组成。动物实验中，基于卵巢切除去
势后的绝经后骨质疏松模型,对随机分组后的实验动物 SD 大鼠行相应的造模处
理及药物干预，6 周后处死实验动物并取材。通过 western-blot 技术评估药物干
预下各组实验动物骨组织中 Mn-SOD 的表达水平，并通过血清及骨组织匀浆中
的 AOPP（晚期高级氧化蛋白）、MDA（丙二醛）、SOD（超氧岐化酶）相关
量化指标的检测反映各组实验动物相应的氧化应激水平变化。同时行骨组织中
BMP-2（骨形成蛋白-2）的 western-blot 检测及免疫荧光显像，监测实验动物骨
组织中诱导成骨分化的功能蛋白 BMP-2 的表达水平在药物干预下的变化。最后
用Micro-CT 检测实验动物骨密度及骨微结构的相应变化。细胞实验中，于相同
的氧化应激环境下行骨髓间充质干细胞诱导分化为成骨细胞，在此过程中给予不
同浓度的MnTBAP 干预。通过Mn-SOD 的表达情况及细胞匀浆中 AOPP、MDA、
SOD 的水平评估 MnTBAP 抗氧化应激的效能，同时用 western-blot 检测细胞中
BMP-2 的相应表达水平，最终行成骨细胞特异性染色，对氧化应激条件下
MnTBAP影响成骨方向分化的效能进行评定。
结果：动物及细胞实验中，MnTBAP 的干预使与线粒体氧化应激负相关的
Mn-SOD的表达水平有效地升高，对应的细胞及机体整个氧化应激水平降低，且
具有强成骨诱导功能的功能蛋白 BMP-2 的表达水平有相应的升高，体现成骨分
化程度的成骨细胞特异性染色提示分化程度提高，骨密度及骨微结构等骨质指标
也相应的有所改善。
结论：MnTBAP 可以通过调整线粒体氧化应激扭转整个细胞乃至整个机体的氧
化应激水平，直接效应是 BMP-2 的表达水平升高，成骨细胞方向的分化程度得
到提升，成骨效应增强，对应的骨质疏松的发生发展进程受到抑制。应用于其他
研究方向的MnTBAP作为抗氧化药物对绝经后骨质疏松有着切实地治疗作用。
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Abstract
Objective:Basing on the important pathogenesis of oxidative stress,to study the
effect of antioxidant MnTBAP on postmenopausal osteoporosis development.
Methods: This study is composed of animal experiment and cell experiment.In
animal experiments,basing on postmenopausal osteoporosis model of ovariectomized
OVX ,the experimental animals SD rats were randomly divided and gived line
modeling and drug intervention.,the animals were sacrificed after 6 weeks . We
evaluate the expression level of Mn-SOD in the bone tissue of the each groups by the
western-blot technique .The levels of AOPP (advanced oxidation protein), MDA
(malondialdehyde) and SOD (superoxide dismutase) in serum and bone homogenate
of each group were detected, the corresponding changes of oxidative stress were
evaluated .Simultaneous detection of BMP-2 (bone morphogenetic protein -2) in bone
tissue by western-blot and immunofluorescence monitors the changes of the
expression level of the functional protein BMP-2 inducing osteogenic
differentiation .Finally, micro-CT was used to detect the changes of bone mineral
density and bone microstructure .In experiments of cells, the bone marrow
mesenchymal stem cells were induced to differentiate into osteoblasts under the same
oxidative stress environment .In this process, different concentrations of MnTBAP
were given The expression of Mn-SOD in cells and the level of AOPP, MDA and
SOD in cell homogenate was detected and used to evaluate the effect of MnTBAP on
the oxidative stress . .At the same time, western-blot was used to detect the expression
level of BMP-2 in cells. Finally, osteoblast specific staining was performed to
evaluate the effect of MnTBAP on osteogenic differentiation under oxidative stress.
Results: In animal and cell experiments, MnTBAP intervention significantly
increased the expression levels of Mn-SOD, which was negatively correlated with
mitochondrial oxidative stress.The levels of oxidative stress in the corresponding cells
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IV
and the whole body were reduced, and the expression level of the functional protein
BMP-2, which had strong osteogenic induction function, was increased.The degree of
differentiation showed by the osteoblast specific staining , the bone mineral density
and bone microstructure were improved.
Conclusion: MnTBAP can reverse the oxidative stress level of the whole cell and
the whole body by adjusting the mitochondrial oxidative stress, and the direct effect is
that the expression level of BMP-2 is increased.The degree of differentiation of
osteoblasts was enhanced, the effect of osteogenesis was enhanced, and the
development of osteoporosis was inhibited.MnTBAP, which has been applied to other
research fields, is an effective drugs for postmenopausal osteoporosis.
Key words: oxidative stress, osteoblast differentiation, postmenopausal
osteoporosis
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第一章 前言
骨质疏松是一种以全身骨量、骨密度损失及骨组织微观结构如骨小梁退化为
特征，并由此引起骨的脆性增加、骨骼的强度减弱、骨的危险性增加的全身性疾
病[1]。不管是发达国家还是发展中国家，骨质疏松作为一种普遍性的健康问题形
势日益严峻[2-4]。根据世界卫生组织（WTO）骨质疏松定义准则，通过双能 X 线
吸光测量法所测定骨密度值（BMD）若低于健康青年骨密度平均值 2.5个标准水
平将判定为骨质疏松[5]。这一疾病发生发展跟很多因素有关，其中性别和年龄这
两个因素常被提及。最近根据国际骨质疏松基金委员会（IOF）估计，全球有两
亿患有骨质疏松的女性，并且每三秒之内在其中就有一名女性因骨质疏松发生骨
折[2]。
骨质疏松这一疾病涉及到的发病因素很多，对应的骨质疏松也有不同的分
类。骨质疏松大致分为原发性骨质疏松和继发性骨质疏松。原发性骨质疏松特指
那些病理机制不明的骨质疏松，而继发性骨质疏松则是指病因明确的骨质疏松。
其中原发性骨质疏松又分为老年性骨质疏松、绝经后骨质疏松、特发性骨质疏松，
它们又分别称为Ⅰ型骨质疏松、Ⅱ型骨质疏松、青少年型骨质疏松[6]。不管是哪
一种骨质疏松，都会伴随着骨量的流失和骨微结构的衰退，随之而来的是骨的脆
性增加，最终导致骨折的风险性、致病率、致残率显著增加[7]。因此，骨质疏松
的诊断及有效的治疗就显得尤为地重要。
随着骨质疏松进程不断发展，其所致骨折的发生率不断增加。具体表现为髋
部骨折和椎体骨折的高发[8]。很多患者的骨质疏松常常因髋部及椎体的骨折得以
发现。相关统计资料显示仅在 1990年，因骨质疏松导致髋部骨折的病例在全世
界范围内大约估计有 1.66亿例。到 2050年，将会有 6.26亿例。在美国，与骨质
疏松相关的频发骨折所消耗医疗费用初步统计在 2005这一年就有 190亿美元。
骨质疏松所致骨折所带来的经济负担还在加剧，上述数值在 2040年将会呈三倍
增长[9、10]。在美国，单单 2011年这一年，骨质疏松相关性骨折所致的临床治疗
费用就等同甚至超过一些慢性疾病所消耗费用的总和，这些慢性疾病包括心肌梗
死、脑梗塞等脑血管意外、乳腺癌等等[10]。由此可见，骨质疏松危害巨大，态势
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不容乐观。
这里要特别提出的是女性与男性相比，他们各自的发病率分别为 37%、
17%[12]绝经后的女性同时承担着年龄及性激素缺失这两种致病因素的冲击，这是
女性骨质疏松发生概率成倍增加的主要原因。女性骨质疏松发病率的增加必然引
起骨折的风险性及相关并发症的发生率增加，带来的经济负担及社会压力不容小
觑，形势更加不乐观。绝经后骨质疏松的早期预防、早期诊断和有效的药物治疗
控制就显得非常重要。因此，致力于绝经后骨质疏松的药物研究是一项十分明智
的举措。
1.1.骨骼、骨组织的构成及功能
刚刚出生的婴儿就拥有 300块软骨，随之年龄的增长，度过儿童期和青少年
期成为成熟个体。在这个过程中，机体内的软骨不断增长并慢慢地被硬骨即成熟
的骨组织所代替。一些骨组织在这一过程中发生融合，所以至成人阶段，人体内
的骨骼就由 206个骨组织构成[13]。
在上述过程中，骨组织的相关细胞参与代谢转化。骨组织主要由骨生成细胞
（成骨细胞和骨细胞）、骨吸收细胞（破骨细胞）、非矿化基质的胶原蛋白和非
胶原蛋白的类骨质、骨基质中无机沉积的无机矿物盐构成[14]。这些成分中最为重
要的是多种骨细胞。骨组织有其自己的血管系统并供应各种骨细胞营养，这些骨
细胞的代谢促成骨组织的生长、自身破损修复及相关结构及功能的维持。骨组织
的蛋白如胶原蛋白等的产生、骨质的矿化都有上述骨细胞的参与。下面来细致描
述各种骨细胞在骨组织中担任的角色。
成骨细胞：这类细胞由间充质干细胞分化而成[15]，在骨组织中负责骨基质的
合成及随后骨基质的矿化[15、16]。而骨的表面组织不再进行骨形成和骨吸收，被
覆一层源于成骨细胞的线状细胞。
骨细胞：此类细胞其实是在新近形成骨基质中连接在一起的成骨样细胞，由
成骨细胞转变而成。最终骨细胞所在骨组织将转变为钙化骨。骨细胞深埋在骨基
质中并与类骨质中新近形成且结合在一起的骨细胞保持联系，进而和成骨细胞及
骨组织中表面被覆的一层线状细胞形成联系，如此就形成了由细胞连接所构成的
巨大网络。这个网络其实就是一个信息处理网络，施加于骨的物理压力的相关变
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化作为一种信息被这一信息网络接收后，信息网络会将这一信息进行转换并传递
到骨表面的细胞，诱导这些细胞启动成骨或破骨效应。在骨组织中，绝大部分细
胞是由成骨细胞分化而来的骨细胞，由此可以看出骨细胞不仅在骨量维持上扮演
着重要角色，于骨骼整体构建上，骨细胞也起着决定性的作用[17-19]。其来源即前
体细胞——成骨细胞的重要性不言而喻。
破骨细胞：破骨细胞是一类多核的巨细胞，类似多核巨噬细胞。这类细胞源
于造血系，由单核巨噬样细胞分化而成[20-23]。破骨细胞的功能的功能主要体现在
对矿化的骨组织的吸收上，在骨组织表面吸收活跃区域可以看到此类细胞的黏
附。破骨细胞的典型特征是在吸收活跃的骨组织区域，其细胞膜呈现褶皱状，并
分泌一些骨吸收蛋白酶，这些酶主要用于骨基质的消化[24]。
骨组织时时刻刻在更新，其更新就是骨吸收和骨形成的动态平衡[25]。而骨组
织的骨吸收和骨形成这两个过程发生在骨组织表面不同区域，也就是说骨吸收和
骨形成不会在同一区域同时发生。骨组织的更新其实就是新形成的骨组织代替旧
的骨组织的过程，这种由骨吸收和骨形成构成的骨的更新过程在正常成人体内主
要起到骨量维持的作用。主要包括以下五个时相：1.激活时相：破骨前体细胞受
到相关刺激后在蛋白激酶和各种生长因子的影响下分化成为成熟的有活性的破
骨细胞；2.吸收时相：破骨细胞消化矿化的骨基质，也就是旧的骨组织；3.反转
时相：骨组织吸收过程结束；4.骨形成时相：成骨细胞在原先骨组织吸收区域合
成新的骨基质。同时破骨在另一区域继续进行骨吸收过程；5静止时相：成骨细
胞在新近形成的骨组织表面转变为静止相的线状细胞[26]。在这整个更新的过程
中，任何因素只要能使骨吸收强于骨形成，即动态的平衡被打破，它就会导致骨
量的流失及骨质疏松的发生[27]。
骨骼大体上又由皮质骨和松质骨构成，骨质疏松骨量的流失在皮质骨和松质
骨中都会有体现。在松质骨中，还会有骨小梁等骨微结构的相关变化（如骨小梁
变薄、骨小梁之间的间隔变大等）。
骨骼在人体中主要有四大功能：1.对身体体提供结构上支持，为肌肉提供附
着点，是人体运动功能实现的基础 ；2.对重要器官（心、肺、脑、肝等）提供
保护；3.为骨髓提供微环境进行造血；4作为体内矿物元素（如钙）的储存库。
如若骨骼发生了骨质疏松，骨折的风险性增加[16]。骨折发生后，机体多失去了支
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言
4
持，运动功能丧失即致残。致残后长期卧床将带来肺部感染、褥疮、下肢深静脉
血栓形成等并发症。往往骨质疏松所致骨折的患者都很高龄，因此骨折所带来的
并发症导致很高的死亡率。由此不难看出骨质疏松发病率的增加，其致残率和致
死率必然增加。而高昂的手术及相关治疗费用无疑给家庭及社会施加了巨大的压
力。
1.2.氧化应激在绝经后骨质疏松发生发展中所担任的角色
原发性骨质疏松发病多与年龄增长所带来机体衰退及年龄增长激素水平下
降所带来的一系列机体变化反应有关[28-31]。但具体的发病机制很复杂，尚未完全
被科研工作者所揭露。作为原发性骨质疏松中的一类绝经后骨质疏松，在其发生
发展的过程中，上述两种主流因素且参与其中，同样具体的发病机制尚不是很清
楚。而氧化应激也只是作为一种非常重要的致病因素被提及[32]。
在某些研究中科研人员发现雌激素具有抗氧化的作用，具体表现为在体液系
统中对脂蛋白的抗氧化保护上，而且在破骨细胞中，雌激素有促进谷胱甘肽过氧
化物酶表达量上升的作用[33]。女性绝经后，将会面临雌激素的缺乏。雌激素水平
降低后，随之而来的是氧自由基等活性氧化成分的生成增加，活性增强，而抗氧
化物质则表现出相反的变化，两者之间的平衡被扰乱，进而在机体内形成氧化应
激的内环境。长期雌激素的缺乏将导致机体高水平状态的氧化应激，这将导致脂
质堆积的发生。脂质堆积则会导致成骨细胞的凋亡，同时会上调活性氧化成分的
产生量，对体内过氧化氢和超氧阴离子水平的影响尤为明显[34-36]。活性氧化成分
可通过刺激 NF-κB 这一在破骨细胞形成过程中扮演重要角色的蛋白促进破骨细
胞的生成从而增强机体内的破骨效应,同时活性氧化成分可以直接增强破骨细胞
的破骨活性，抑或通过模拟 NF-κB 通路的受体激活物的活性来促进破骨细胞的
分化进而使机体的破骨效应增强[37]。在一些体外细胞实验和动物实验中，科研工
作者发现高氧化应激水平可通过抑制成骨细胞的分化生成及促进成骨细胞的凋
亡来减弱机体的成骨效应[38-39]。另外，对于绝经后发生骨质疏松的女性，科研人
员发现其体内的红细胞一氧化氮水平高于那些未罹患骨质疏松的绝经后女性[40]。
而一氧化氮被发现它能使一些细胞活性物质的效能增强，而这些细胞活性物质能
刺激破骨细胞的活性[41]，同时一氧化氮可以使一些抑制成骨细胞生长的细胞活性
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物质的活性水平上升[42、43]。雌激素缺乏导致的高氧化应激水平所衍生的上述变化
最终将导致破骨效应的增强及成骨效应的削弱。骨质疏松就这样在绝经后女性的
体内发生发展并一直进行下去。
1.3.抗氧化物质扮演的角色
当活性氧化成分生成增多时，氧化应激水平随之增高。对于成骨细胞，高氧
化应激水平将破坏其胞内的多种成分从而导致成骨细胞代谢紊乱，由成骨细胞主
导的成骨效应就被削弱,这一点在绝经后骨质疏松和老年性骨质疏松中都有体现
[44-46]。线粒体是活性氧化成分众多主要生成来源中的一员，氧化应激所致的线粒
体功能障碍参与成骨细胞线粒体 DNA 损伤、线粒体自噬及成骨细胞凋亡相关过
程[47-49]。在多种疾病中已证实，通过干预措施抑制线粒体中的氧化应激水平所得
到改善效果优于抑制整个细胞的活性氧化成分活性所取得的效果[50]。所以运用抗
氧化物质降低氧化应激水平，进而对氧化应激所致的线粒体功能障碍加以改善，
成骨细胞将会因此免于氧化应激带来的细胞毒性及代谢功能不全而得以幸存[48、
51]。
很多具有氧化活性的物质都可以导致线粒体氧化应激，进而导致整个细胞、
整个机体的高氧化应激水平。这些物质有常见肾上腺素血管紧张素Ⅱ、烟草内的
尼古丁、过氧化氢等。已有文献报道过氧化氢、肾上腺素血管紧张素Ⅱ、尼古丁
可以导致线粒体高氧化应激状态及线粒体的 DNA 损伤，由此影响间充质干细胞
分化为成骨细胞，同时抑制成骨细胞的功能[52-54]。对于过氧化氢、肾上腺素血管
紧张素Ⅱ、尼古丁对成骨细胞成骨效应的抑制，细胞内线粒体中的过氧化氢酶和
锰-超氧岐化酶（Mn-SOD）可以将其逆转。同时Mn-SOD 的类似物MnTBAP[锰
（III）-四（4 -苯甲酸）卟啉]亦可达到相应的效果[52、55]。厦
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